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PROCEDE DE PREPARATION DU TRIHYDRATE DU 
(2R.3SU3-TERT-BIJTOXYCARBONYLAMINO-2"HYDROXY-3- 
PHENYLPROPIONATE DE 4- ACErOXY-2a-BENZOYLOXY>5fl.2Q-EPQXY- 
1 .7fr lOf^TRm YDROXY-9-OXO-TAX-l l-EN-13a-YLE 

5 La presente invention concerne un precede de preparation du trihydrate de 

(2R3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2ct- 
benzoyloxy-5|3,20-epoxy-l,7(3,10(^tr^^ 

Dans les brevets europeens EP-0 253 738 et EP-0 336 841 sont decrits le 
(2R,3S)-34ert-butoxycart>onylamino-2-ty de 4-acetoxy-2a- 

10 benzoyloxy-5|3,20-epoxy-l,7(U0|3-^ qui presente 

des proprietes anticancereuses et antileucemiques remarquables, et sa preparation. 

II a ete trouve que le trihydrate du (2R,3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2- 
hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-epoxy-l,7f3,10[5- 
trihydroxy-9-oxo-tax-ll-en-13a-yle presente une stabilite tres nettement superieure a 
15 celle du produit anhydie. 

Selon l'invention, le trihydrate du (2R,3S)-3-tert-butoxycarbcnylamino-2- 
hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5(5,20-epoxy-l ,7(3,10[S- 
trihydroxy-9-oxo-tax-l l-en-13a-yle peut etre obtenu apres cristallisation du (2R.3S)- ■ 
3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-pheiiylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyl- 
20 oxy-5(3,20-epoxy-l ,7(5,10(3-trihydroxy-9-oxo-tax-l 1-en- 13a-yle dans un melange ' 
d'eau et d'un alcool aliphatique contenant 1 a 3 atomes de carbone suivi du sechage du 
produit obtenu dans des conditions determinees de temperature, de pression et 
d'humidite. 

Pour la mise en oeuvre du procede selon l'invention, il peut etre 
25 particulierement avantageux 

- de dissoudre le (2R,3S)-34ert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate 
de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-e^^ 

yle, prealablement purifie par chromatographic, dans un alcool aliphatique contenant 1 
a 3 atomes de carbone a une temperature comprise de preference entre 40 et 60°C, 
30 - d'eliminer eventuellement les solvants residuels de chromatographic par 
co-distillation sous pression reduite, en remplagant le volume de solvant distille par de 
Talcool pur, 

- d'ajouter de 1'eau eventuellement purifiee a la meme temperature, 
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- puis apres amorgage eventuel de la cristallisation et refroidissement a une 
temperature voisine de 0°C, de separer les cristaux obtenus de trihydrate de (2R,3S)- 
3-tert-butoxycarbonylamincH2-hydroxy-3-ph^ylpropion de 4-acetoxy-2a-benzoyl- 
oxy-5 (3,20-epoxy- 1 ,7(3, 1 Op-trihydroxy-9-oxo-tax- 1 1 -en-yle- 13a ainsi obtenus, puis de 
5 les secher sous pression reduite en atmosphere a humidite controlee. 

Generalement, le (2R3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3'phenyl- 
propionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5p,20 

ll-en-yle-13a purifie est dissous dans un exces de l'alcool aliphatique. De preference, 
la quantite d'alcool est comprise entre 8 et 12 parties en poids par rapport au (2R,3S)- 

10 3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyl- 
oxy-5(3,20-epoxy4,7(3,10^trihydroxy-9K>xo-tax-ll-en-yle-13a mis en oeuvre. 

Generalement, la distillation de l'alcool est effectuee sous pression reduite a 
une temperature voisine de 40°C jusqu'a Tobtention d'un sirop epais dont l'agitation est 
difficile. D peut etre avantageux de repeter plusieurs fois cette operation qui conduit a 

15 Telimination des solvants residuels contenus dans le produit purifie mis en oeuvre. 

^elimination des solvants residuels etant terminee, le sirop obtenu est repris ' 
par une quantite d'alcool comprise entre 3,5 et 6 parties en poids par rapport au 
(2R,3S)^-tert-butoxycartK>nylam^ de 4-acetoxy-2a- 

benzoyloxy-5 p,20-epoxy- 1 ,7(3, 1 0(3-trihydroxy-9-oxo-tax- 1 1 -en- 1 3a-yle. 

20 Apres separation eventuelle d'impuretes insolubles par filtration, de Teau, de 

preference purifiee, est ajoutee de fa?on telle que le rapport ponderal eau/alcool soit 
voisin de 2/1. 

La cristallisation est amorcee puis le melange est refroidi lentement jusqu'a 
une temperaturs voisine de 0°C. 

25 Le trihydrate de (2R3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenyl- 

propionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5(3,20-epoxy-l ,7(3, 1 Ofi-trihydroxy-9-oxo-tax- 
ll-en-13a-yle qui cristallise est separe, de preference par filtration ou centrifugation, 
puis seche. Le sechage est effectue sous pression reduite, comprise ente 4 et 7 kPa, a 
une temperature voisine de 40°C dans une atmosphere a humidite controlee, l'humidite 

30 relative etant voisine de 80 %. 

Pour la mise en oeuvre du procede, il peut etre avantageux d'effectuer la 
cristallisation en presence d'acide ascorbique qui est ajoute lors de la dissolution du 
(2R,3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a- 
benzoyloxy-5p,20-epoxy-l ,7p, 1 0(3-trihydroxy-9-oxo-tax- 1 1 -en-13a-yle purifie dans 

35 Talcool II est possible d'utiliser jusqu'a 1 % en poids d'acide ascorbique. 
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Pour la mise en oeuvre du procede, il est particulierement avantageux 
d'utiliser 1'ethanol comme alcool. 

La structure trihydrate du (2R3S)-3-tert-butoxycartx)nylamino-2-hydroxy-3- 
phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5|3,20-epo^^ 
5 oxo-tax-ll-en-13a-yle est confirmee par diffraction X, par analyse thermogravi- 
metrique et par analyse calcdmetrique differentielle. 

Plus particulierement, l'analyse thermogravimetrique montre une perte de 
masse entre 40 et 140°C de 6,1 %, ce qui correspond a trois molecules d'eau pour une 
molecule de (2R,3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 
10 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5 (5,20-epoxy- 1 ,7(3, 1 0 (S-trihydroxy-9-oxo-tax- 1 1 -en- 1 3a- 
yle. 

La methode de dosage de Teau massique et de l'eau dTiydratation par analyse 
calorimetrique differentielle montre Tabsence d'eau massique et un signal 
endothermique a 132,6°C correspond a la dissociation d'un hydrate. 
15 ' Le trihydrate de (2R,3S)-3-tert-butoxycartxDnylamino-2-hydroxy-3-phenyl- 

propionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-epoxy-l,7^^^ 
1 l-en-13a-yle presente la propriete de ne plus posseder de caractere hygroscopique. 

Les etudes de stabilite montrent que le trihydrate de (2R,3S)-3-tert- 
butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy- 
20 5p,20-epoxy-l,7p,10(3-trihydroxy-9-oxo-tax-ll-en-13a^^^ est stable a 4°C. 25°C et 
35°C dans une atmosphere a 90 % d'humidite relative jusqu ! a 18 mois sans 
modification de sa forme cristalline. 

Dans les memes conditions, le (2R,3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2- 
hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5(3,20-epoxy-l,7(3,10(3- 
25 trihydroxy-9-oxo-tax-ll-en-13a-yle anhydre, dont la forme cristalline est differente, 
evolue lentement vers la forme trihydratee. 

Les exemples suivants illustrent la presente invention. 

PXEMPLE } 

Dans un reacteur a Tabri de la lumiere, on introduit 303 g de (2R,3S)-3-tert- 
30 butoxycartx>nylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy- 
5(3,20-epoxy-l,7|5,10(3-trihydroxy-9-oxo-tax-ll-en-13a-yle dont le titre est de 92,4 % 
(0,314 mole) et 2,875 kg Methanol absolu (d = 0,79). Le melange est chauffe a 40°C 
jusqu'a dissolution complete du (2R,3S)-3-tert-butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3- 
phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-ben2»yloxy-5(3,20-epoxy-l,7(3,10(Vtrihydro^ 
35 oxo-tax-ll-en-13a-yle. On distille alors Tethanoi sous une pression voisine de 12 kPa 
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jusqu'a l'obtention d'un sirop a la limite d'agitation. On ajoute au sirop 0,983 kg 
d'ethanol et on distille a nouveau dans les memes conditions. Au sirop obtenu, on 
ajoute 1,257 kg Methanol et chauffe a 50°C jusqu'a dissolution complete. Le melange 
est fihre a chaud, puis, au filtrat, on ajoute en 1 heure 4,39 kg d'eau purifiee en 
5 maintenant la temperature a 50°C. Apres avoir amorce la cristallisation, le melange est 
refroidi & 0°C en 4 heures. Les cristaux sont separes par filtration, laves avec 0,909 kg 
puis 0,606 kg d'un melange ethanol-eau (1-2 en poids) puis seches a 38°C sous 
pression reduite (5,07 kPa) dans une atmosphere a 80 % dliumidite relative pendant 
48 heures. On obtient ainsi 266,5 g de trihydrate de (2R,3S)-3-tert- 
10 butoxyc^bonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy- 
5p f 20-epoxy-l,7j3J0(^trihydroxy-9-oxo-tax-ll-en-13a-yle dont l'analyse montre que 
son titre par chromatographic liquide a haute performance est de 98,7 % (sur sec) et 
que la teneur en eau est de 6,15 %. 

PXEMPLE2 

15 On dissout, a une temperature voisine de 35°C< 110,0 g de (2R,3S)-3-tert- 

butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy- 
5[3,20-epoxy- 1 ,7(3, 1 0|S-trihydroxy-9-oxo-tax- 1 1-en- 1 3a-yle titrant 92,5 % et 0,2224 g 
d'acide ascorbique dans 1340 cm3 d'ethanol. On distille environ 70 % de Tethanol 
introdiiit sous pression reduite (8 kPa) a une temperature voisine de 20°G Le melange 

20 chauffe a 50°C puis f iltre. Le filtre est lave par 3 fois 70,5 cm3 Methanol puis on ajoute 
en 15 minutes 860,5 cm3 d'eau purifiee a 50°C, On ensemence avec quelques cristaux 
de trihydrate de (2R,3S)-34ert-butoxycarbonylamino^ 
de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5(3,20-epoxy-l,7pj0(3-trihydroxy-9^ 
yle puis on agite pendant 30 minutes. On ajoute alors en 3 heures 860,5 cm3 d'eau 

25 purifiee a 50°C puis on refroidit en 3 heures jusqu'a une temperature voisine de 0°C. 
La bouillie est alors f iltree. Le gateau de filtration est lave par 330 g d'un melange eau- 
ethanol (2-1 en poids) puis par 220 g du meme melange puis seche sous pression 
reduite (5 kPa) a 38°C dans une atmosphere a 80 % d'humidite relative. On obtient 
ainsi, avec un rendement de 98 %, 110,2 g de trihydrate de (2R,3S)-3-tert- 

30 butoxycarbonylamino-2-hydroxy-3-phenylpropionate de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy- 
5(3,20-epoxy-l,7(3,10p-trihydroxy-9-oxo-tax-ll-en-13a-yle. 



WO 96/01815 



PCT/FR95/00910 



5 

REVENDICATIONg 

1 - Procede de preparation du trihydrate de (2R,3S)-3-tert- 
butoxycart>onylamino-2-hydroxy-^^ de 4-acetoxy-2a-benzoyloxy- 

5 (3, 20-epoxy- 1 , 7(5, 1 0 (J-trihydroxy- 9-oxo-tax- 1 1 -en- 1 3a-yle caracterise en ce que Ton 
5 cristallise le (2R3S)-3-tert-butoxycarbonylamincK2-hydroxy-3-phenylprop de 
4-acetoxy-2a-benzoyloxy-5p,20-epo^ 

dans un melange d'eau et d'un alcool aliphatique contenant 1 a 3 atomes de carbone, 
puis seche le produit obtenu dans des conditions determinees de temperature, de 
pression et d'humidite. 

10 2 - Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que le rapport ponderal 

eau/alcool est voisin de 2/1 . 

3 - Procede selon Tune des revendications 1 ou 2 caracterise en ce que 1'alcool 
est Fethanol. 

4 - Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que le sechage est 
15 effectue a un temperature voisine de 40°C, sous une pression comprise entre 4 et 

7 kPa et dans une atmosphere dont Fhumidite relative est voisine de 80 %. 



5 - Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que la cristallisation est 
effectuee en presence d'acide ascorbique. 
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